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論文内容要旨
研究背景
 本邦においては,正常眼圧緑内障という視野狭窄進行に関して眼圧依存要素の少ない緑内障症
 例が欧米に比べ多く,新しい神経保護治療開発の要求は高い。網膜の虚血再灌流モデルは,緑内
 障による網膜神経節細胞死のモデルのひとつとされている。Mitogen-ActivatedPro七ein
 Kinase(MAPK)シグナル伝達系路は細胞内シグナル伝達の主要な経路のひとつである。網膜
 虚血性疾患においてMAPK経路の細胞の生死に関わる役割は不明であるが,これを解明してい
 くことは,新たな神経保護治療の可能性を秘め,臨床応用に向けても重要な研究課題と考えられ
 る。
目的
 網膜の虚血再灌流障害において,MAPKのリン酸化とその役割を,形態学的,免疫組織化学
 的,生化学的手法を用い調べた。さらに,その上流シグナル分子の模索をPKCに注目し行った。
方法
 SDラットの視神経を網膜血管ごと挟む方法で,網膜に虚血再灌流障害を与えた。虚血再灌流
 後1時間の網膜で特異的抗体を用い,MAPKリン酸化の量的,経時的変化をウエスタンプロッ
 トにて解析した。
 また,虚血再灌流1時間後の網膜をリン酸化MAPKの抗体で免疫染色し,MAPKリン酸化
 の局在を調べた。
 さらに,虚血再灌流障害前にMAPKの阻害剤UO126を硝子体内投与することによる,網膜
 神経節細胞の細胞死の数の変化を調べた。これには,あらかじめ虚.血再灌流導入前に,上丘に蛍
 光色素フルオロゴールドを留置することで逆行性に網膜神経節細胞を染色しておき,UO126を
 硝子体内投与後,虚血再灌流障害を与え,1時間後に網膜を摘出固定し染色された網膜神経節細
 胞の数を計測するという方法をとった。
 MAPKの上流シグナルとして,proteinkinaseC(PKC)に注目し,その活性化剤であるPMA
 を用い検討した。PMAを,硝子体内投与することでMAPKがリン酸化されるかどうか,ウエ
 スタンプロットで,またその局在について免疫染色で検討した。
結果
 虚.血再灌流障害網膜において,ウエスタンプロットではERK1,ERK2の2つのバンドを認
 一506一
 めた。MAPKのリン酸化は再灌流後1～6時間でヒ昇し,ピークは1時間であり,24時間後に
 はコントロールレベルまで低下した。
 免疫染色では,虚血再灌流後1時間後の網膜で,リン酸化MAPKの免疫染色性は視神経繊維
 層,内顆粒層に強く観察された。免疫染色性の局在する細胞同定のため,あらかじめ,蛍光色素
 フルオロゴールドで上丘より逆行性に網膜神経節細胞を染色したラットに虚血性灌流障害を導入
 した。摘出した網膜切片を抗リン酸化MAPK抗体で免疫染色したところ,網膜神経節細胞には
 MAPKのリン酸化は認められなかった。また,虚血再灌流した網膜切片を,網膜ミューラー細
 胞の特異的マーカー抗glutaminesynthetase(GS)抗体と,リン酸化MAPK抗体を用い二重
 染色したところ,視神経繊維層,内網状層,内顆粒層での免疫染色性は一致していた。つまり,
 MAPKのリン酸化は,網膜ミューラー細胞に局在していた。
 虚血再灌流導入直前にMAPKの特異的阻害薬であるUO126を硝子体内投与した場合の,障
 害による網膜神経節細胞の細胞死の数は,投与しないモデルと比べ有意に増加していた。
 PMAを硝子体内投与したときの,MAPKのリン酸化はウエスタンプロットの結果から,陰
 性コントロールαPMA投与と比べて有意な増加を示した。また,PMAの硝子体内投与では,
 MAPKのリン酸化は網膜ミューラー細胞に局在することを免疫染色にて確認した。
考察
 虚.血再灌流によって1時間をピークとする比較的早い時間帯に網膜ミューラー細胞において
 MAPKがリン酸化され,また,MAPK経路の阻害が,虚血再灌流障害に続く網膜神経節細胞
 の細胞死の増加につながることが示された。これは,ミューラー細胞でのMAPKのリン酸化が
 虚.血再灌流障害から網膜神経節細胞を保護するのに何らかの役割を果たしていることを示してい
 る。虚血再灌流後には,ミューラー細胞において様々な分子の発現が増加している報告がある。
 MAPKのリン酸化のピークは1時間と早い段階であり,MAPKはリン酸化により核内に移行
 し転写因子を活性化することにより,障害後に変動する遺伝子群に関わっている可能性がある。
 また,PMA投与による,MAPKのリン酸化も,ウエスタンプロットで確認され,免疫染色の
 結果とあわせると,網膜ミューラー細胞においてPKCからMAPKヘシグナル伝達が起こると
 考えられた。
結論
 網膜ミューラー細胞におけるMAPKのリン酸化は,網膜の虚血再灌流障害に対する神経保護
 において一つの重要なシグナル伝達系路と考えられる。網膜ミューラー細胞と網膜神経節細胞の
 病態生理学的な相互作用が示された。
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 審査結果の要旨
 視覚障害の原因は視細胞の障害とともに,神経節細胞およびその軸策である神経線維,またそ
 の集合した視神経の障害によってもたらされる。特に後者は緑内障によって傷害され,視野欠損
 として観察される。近年高眼圧に伴うもののほかに,眼圧が正常でも視神経障害が進行する正常
 眼圧緑内障の発症頻度が予想以上に高いことから,そのメカニズムと保護効果の探索が行われて
 いる。本研究は緑内障の網膜神経節細胞死のモデルのひとつとされている網膜虚血再灌流システ
 ムを利用し,細胞内シグナル伝達経路の主要なものであるMitogen-ActivatedProteinKinase
 (MAPK)シグナル伝達系の役割をそのリン酸化を通して形態学的,免疫組織学的,生化学的に
 研究したものである。
 MAPKのリン酸化は特異的抗体を用いてWestemblot法で,量的に,また免疫組織するこ
 とでその局在と経時的変化を調べた。またMAPKの阻害剤を投与してその働きを阻止し,虚血
 による細胞死への影響を逆行性細胞染色により,またMAPKの上流シグナルとしてprotein
 kinaseC(PKC)を活性化させMAPKのリン酸化への影響を調べている。その結果は虚mL再灌
 流障害によって経時的にMAPKのリン酸化は上昇し,24時間で元に戻り,それが視神経繊維層,
 内顆粒層に強く見られ,逆行性染色で神経節細胞層に見られないこと,神経膠細胞であるミュー
 ラー細胞の特異的マーカーであるグルタミン合成酵素抗体の染色と一致したことからMAPKの
 リン酸化がミューラー細胞で起きていることを明らかにした。またMAPKを阻害すると細胞死
 が増加することを明らかにした。
 これらの研究は虚血再灌流という緑内障モデル動物において,特に神経膠細胞における
 MAPK経路が重要であることを示したことで眼科臨床に大変意義が深い。特にそのリン酸化が
 神経細胞死に何らかの役割をしていることを明らかにしており,今後の治療法開発に向けて興味
 ある結果であり,博士論文として十分価値のあるものである。
 呼び審査で指摘されているマイナーではあるがいくつかの点は,全て改善された論文になって
 いる。
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